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WO 00/33810 PCT/FR99/03060 



La presente invention concerne le domaine du 
traitement et du diagnostic des maladies du systems nerveux 
central, et s'interesse plus particulierement au passage et 
a la dSlivrance d' agents actifs therapeutiques ou de 
diagnostic au niveau du systeme nerveux central. 

Alors que le cancer et les problemes cardio- 
vascuiaires sbnt les principales , causes de mortality dans 
les pays developp^s, les maladies liees au systeme nerveux 
sont parmi les premiers facteurs qui exposent les 
populations a des problemes de sante* (morbidity . Les 
progres en biologie et en neurologie ont toutefois des 
difficulty a se concretiser sous forme de nouveaux outils 
de diagnostic et de therapeutigue du systeme nerveux central 
(SNC), notamment parce qu'il sont particulierement 
difficiles a administrer de maniere efficace. 

II n'y a en effet pas de diffusion des 
substances et des nutriments depuis les capillaires sanguins 
au niveau de la moelle epiniere et du cerveau comme au 
niveau des autres organes. Les echanges sont limites au 
niveau de la barriere hemato-encephalique (BHE) et du plexus 
chorolde, ou se forme le liquide cephalo rachidien (LCR) . 
Celui-ci apporte les nutriments, les hormones et les 
leucocytes aux cellules du SNC. La BHE contrdle strictement 
,1a composition du milieu extracellulaire des neurones en 
limitant 1' entree de la plupart des substances pr^sentes 
dans le sang et en en rejetant d' autres. 

La delivrance de substances exogenes au SNC ne 
peut se faire par les voies systemiques conventionnelles de 
la therapeutique, a 1' exception des composes extremement 
lipophiles de faible poids moleculaire ou de composes 
susceptibles d'un transport selectif lie a la presence d'un 
transporteur ou a des phenomenes d'endocytose (Ikumi Tamai 
et al. Drug Delivery through the BBB, (1996) Advanced Drug 
Delivery Reviews 19:401-424). La plupart des medicaments 
utilises en neuropsychiatrie a l'heure actuelle comme par 
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exempie la codeine, les benzodiazepines, la phenytoine, 
etc... sont des produits phannaceutigues liposolubles qui 
traversent la BHE apres administration orale (Oldendorf, 
W.H. Lipid solubility and drug penetration of the Blood- 
Brain-barrier (1974) Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 147 : 813- 
816). L' entree du glucose et de 1'acide lactique, qui sont 
des substances polaires, ou de la L-Dopa (Nutt,J.G. et al. 
The "on-off* phenomenon in parkinson's disease. Relation to 
levodopa absorption and transport. (1984) N. Engl. J. Med. 
310:483-488), aminoacide neutre servant au traitement de la 
maladie de Parkinson, sont liees a des transporteurs 
specif iques. Certains transporteurs, comme la glycoprot^ine- 
P. sont bidirectionnels (Knudsen, G.M. et al. Kinetic 
analysis of the human BBB transport of lactate and its 
influence by hypercapnia. (1991) Cerebral Blood Flow Metab. 
11:581-586) et limitent 1' entree de drogues vers le cerveau. 

La BHE exclut en particulier 1' entree des 
proteines et d'un grand nombre de peptides du plasma, a tel 
point que le fluide interstitial du cerveau contient moins 
de 0,5% des proteines plasmatiques . Ainsi, les travaux 
realises en neurobiotechnologie sur de nambreux composes 
hydrophiles et/ou a haut poids moleculaire ayant un tres 
fort potentiel en therapeutique comme les peptides, les 
canaux ioniques, les recepteurs neuronaux, les facteurs 
neurotrophiques et les determinants genet iques sont a ce 
jour limites dans leurs applications medicales du fait de 
leur difficulty d' administration au SNC comme xenobiot iques . 

Pour pallier ces inconvenients , il a ete propose 
de rendre liposoluble une molecule donnee par transformation 
chimique (lipidisation) . La lipidisation est utilised pour 
la fabrication de pro -drogues, analogues liposolubles de 
composes pharmacologiques hydrophiles capables de traverser 
les membranes biologiques. Toutefois, la BHE refoule vers le 
sang ce type de compose et leur demi-vie est extremement 
courte. Pour cela, on developpe en parallele des systemes de 
sequestration tissulaires, voire d' inhibition de la 
glycoproteine-P (Ikumi Tamai et al. Drug Delivery through 
the BBB, (1996) Advanced Drug Delivery Reviews 19:401-424). 
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Les modifications chimiques apportees a la molecule sonc 
dedicates et peuvent compromettre l'af finite au recepteur 
responsable de l'activite biologique. La lipidisation n'est 
utilisable que pour les molecules de poids moleculaire 
relativement faible (inferieur a 1.000. voire 600-800) soit 
au mieux les tetra- peptides et penta-pep tides (Pardridge, 
W.M. Peptide lipidization and liposomes. In Peptide Drug 
Delivery to the Brain pp 129-140 (1991) Raven Press, New 
York) . 

Les liposomes de petite taille (25-50 nm) 
pourraient presenter un interet pour la dSlivrance de 
produits biologiquement actifs au niveau central. Mais les 
liposomes de taille plus elevee (0,3-2 urn) sont pieges dans 
l'espace vasculaire cerebral et presentent done des risques 
d'embolie. Toutefois, les liposomes sont instables dans le 
cerveau, notamment a cause de la presence de 1' enzyme 
lecithine- transferase au niveau des membranes neuronales et 
des cellules gliales (Pardridge. W.M. Peptide lipidization 
and liposomes. In Peptide Drug Delivery' to the Brain pp 140- 
148 (1991) Raven Press, New York. 

Par ailleurs, des implants intracer6bro- 
ventriculaires de plusieurs types sont en cours 
d' experimentation comme : 

- un implant de cellules genetiquement modifiees 
pour 1' expression de facteurs proteiques, encapsulees dans 
une fibre creuse (BioWorld Today, American Health Consultants 
Vol 8 35 : 1,4, 1997), 

une micro-pompe chargee de drogue pour 
quelques mois (Winn, S.R. et al. Polymer-encapsulated cells 
genetically modified to secrete human nerve growth factor 
promote the survival of axotomized septal cholinergic 
functions. PNAS (1994) Vol 19:2324-2328), ou 

des formulations a relargage contrSle 
utilisant des lipides, ou les drogues sont encapsulees dans 
des microvesicules structurees en eponge (Chatelut E. et al 
Sustained-release methotrexate for intracavitary 
chemotherapy. J. Pharm. Sc (1994) Vol 83, 3: 429-432). 



WO 00/33810 PCT/F1W9/03060 

4 

Mais ce type d' administration est extremement 
lourd d' application car il implique une intervention 
chirurgicale . 

Des formulations de substances actives qui 
p£n£treraient le SNC sans avoir a &tre implantees sont 
recherchees, notamment en exploitant les transporteurs 
endogenes de la BHE. Ces transporteurs comportent des 
r^cepteurs membranaires qui, en presence de leur ligand, 
sont internalises par la cellule endoth^liale. Les vesicules 
contenant le ligand migrent vers la paroi abluminale et sont 
relarguees vers le tissu nerveux. Ceci peut fitre obtenu, par 
exemple, par fusion de la proterne active avec une prot£ine 
ayant un recepteur cellulaire au niveau central, comrae 
decrit dans la demande de brevet internationale PCT publiee 
sous le numero WO95/02421. 

D'autres 6tudes recentes ont montre* le passage 
d'un hexapeptide, la dalargine. a travers la BHE de souris, 
apres administration intraveineuse d'une formulation dans 
des nanoparticules (230 nm) de butyl -cyanoacry late, pourvu 
que ces particules soient recouvertes de surfactant, le 
polysorbate 80. ces particules chargers de peptide 
penetreraient par phagocytose ou endocytose. Dans cette 
experience, le peptide doit Stre associ£ aux nanoparticules, 
1' injection d'un simple melange contenant la drogue, les 
microparticules et le surfactant ne provoque aucun effet 
biologique (Kreuter, J. et al Passage of peptides through 
the BBB with colloidal polymer particles Brain Research 
(1995) 674: 171-174) . 

La premiere administration d'un peptide 
recombinant au niveau du SNC a ete r6alis6e par infusion 
intra-c£r6broventriculaire, directement dans le LCR. Cette 
m^thode permet une d^livrance a des concentrations 
th£rapeutiques et a proximit6 des parois ventriculaires , le 
LCR ne penetrant pas dans le parenchyme cerebral (Pardridge, 
W.M. Transnasal and ventricular delivery of drugs. In 
Peptide Drug Delivery to the Brain pp 109-122 (1991) Raven 
Press, New York* . Ce type d' administration, invasif et 
extremement d^licat d'utilisation, a £te utilise pour 
administrer par exemple du methotrexate pour traiter la 
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leuceinie meningeolde , de la penicilline pour la meningite 
bacterienne, des immunoglobulines pour la meningite virale 
et la morphine contre la douleur chronique. 

Les fosses nasales repr£sentent une voie 
naturelle d' administration de substances actives qui off re 
de nombreux avantages potentiels dont la surface relative de 
la muqueuse nasale, 1 'epithelium richement vascularise, la 
permeability aux substances lippphiles et la relative 
permeability aux hydrophiles. De plus, 1' irrigation sanguine 
de cette mugueuse, li6e a la circulation pulmonaire, evite 
le foie (Harris, A.S. Review : Clinical opportunities 
provided by the nasal administration of peptides. Journal of 
Drug targetting Vol.1, pp 101-116 (1993)). 

Les cellules constituant 1' epithelium de la 
mugueuse nasale sont joint es par des j one t ions serrees 
(tight junctions), qui limitent le passage de molecules 
entre la lumiere de la cavite et les vaisseaux sanguins. Par 
contre, le pdle basal des cellules neurosensorielles 
olf actives de 1' epithelium nasal s' allonge en un axone qui 
se termine dans le bulbe olfactif du cerveau. Cet axone 
traverse la membrane basal e de la rauqueuse et 1 ' espace 
submucosal. La voie neuronale olfactive pourrait ainsi 
constituer une porte d'entr£e vers le cerveau. 

De plus, 1' espace sous-arachnoldien se prolonge 
au niveau des axones des cellules neuro-sensorielles en des 
digitations qui viennent au contact de la sous-muqueuse 
nasale. II y a done un flux de LCR provenant du lobe 
olfactif vers 1' espace sous mucosal. L'anatomie 
particuliere de la muqueuse nasale confere done un 
voisinage inhabituel avec le LCR. 

Par ailleurs, des la fin du 19eme siecle, des 
chercheurs avaient postuie que le nerf olfactif pouvait 
permettre le transport de substances tragantes et 
d'organismes divers de la muqueuse nasale au bulbe olfactif 
et au CNS. 

En 1970 De Lorenzo (De Lorenzo Taste and Smell 
in vertebrates J & A Churchill ltd (1970), 151-176) a 
administre par voie intranasale des particules d'or chez le 
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singe et estime la vitesse de progression entre le nez et le 
bulbe olfactif a 2,5mm/h. 

En 1971, Kristensson & Al (Kristensson & Al 
Acta Neuropathol. (1971) , 19, 145-154 ) ont demontre que si 
des methodes sensibles sont uti Usees pour tracer des 
substances macromoleculaires coinme la peroxydase de raifort 
et l'albumine , on observait un mouvemenc de la muqueuse 
nasale vers l'espace subarachnolde . 

Plus tard Pardridge (Partridge Peptide drug 
delivery to the brain Raven Press (1991), 101), dans son 
livre sur la delivrance des peptides au cerveau enonce que 
1 ' administration nasale de substances hautement 
liposolubles, telle la progesterone perroet d'atteindre 
directement le fluide cerebrospinal sans entrer dans le 
compartiment sanguin peripherique . La biodisponibilite de la 
progesterone etant plus grande apres insufflation nasale 
qu'apres infusion intraveineuse . Les peptides, substances 
hautement hydrophiles penetrent les barrieres de diffusion 
membranaires entre le nez et l'espace subarachnolde olfactif 
a des vitesses considerablement plus faibles que la 
proges terone . 

La demande de brevet PCT publiee sous le numero 
WO91/07947 decrit des compositions pharmaceutiques pour 
1 ' administration nasale de substances actives qui empruntent 
cette voie neuronale. Les compositions associent le produit 
biologiquement actif a un transporteur capable d'induire 
1' absorption, la drogue subirait alors un transport neuronal 
retrograde et/ou anterograde. 

Sakane (Sakane & Al S.T.P.Pharma Sciences 
(1997), 7, (1), 98-106) a publie recemment une etude 
systematique sur le transport direct de la cavit£ nasale au 
fluide cerebrospinal : 

1* etude de la cephalexine, antibiotique 
hydrophile, montre clairement un transport direcc de la 
cavite nasale au fluide cerebro- spinal. 

1' etude de differents sulfonamides a 
lipophilie variable montre que le transport est dependant de 
la lipophilie et de la fraction non ionisee du principe 
actif . 
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1' etude de dextranes de diff brents poids 
mol£culaires a montre que les principes accifs pouvaient 
£tre transports jusqu'a 20KDa de poids molecuiaire. 

enfin une etude du transport des peptides a 
ete realised. La molecule choisie est un oligopeptide 
analogue de 1 • enkephaline : la (D-Ala 2 ) -Methionine 
enkephalinamide, elle est detectee dans le liquide 
cerebrospinal apres administration nasale et sa 
concentration est augmentee par 1 'utilisation d'un promoteur 
d» absorption : le glycocholate de sodium et par des 
inhibiteurs de proteases la puromycine (inhibiteur de 
l'aminopeptidase) et le thiorphan (inhibiteur de 
1 ' enkephalinase) . 

Cependant, malgre des methodes d' instillation 
nasale chez le rat, visant a limiter au maximum la fuite du 
produit dans le pharynx, les quantites de peptide obtenues 
dans le fluide cerebrospinal sont tres faibles, ra&ne en 
presence d'un promoteur d' absorption ou d* inhibiteurs de 
proteases (de l'ordre de la centaine de ng/ml) , ne 
permettant pas un effet therapeutique . 

La deraanderesse a main tenant decouvert que la 
vitamine B12 est capable d'activer le passage de substances 
hydrophiles vers le systeme nerveux central (SNC) . 

La vitamine B12 est le nom generalement utilise 
pour 1' ensemble des cobalamines . Cyanocobalamine et 
hydroxocobalamine sont les formes principales en utilisation 
clinique. Les preparations de vitamine B12 sont utilisees 
principalement dans le traitement et la prevention des 
d£ficiences en B12. Elles sont generalement administrees 
par voie intramusculaire, a des doses de 250 a 1000 ug en 
debut de traitement. 

Afin de pallier aux inconvenients de ce mode 
d' administration, on a propose dans l'art anterieur 
1' administration par voie nasale de vitamine B12 (Van Asselt 
D,Z. dans Br. J. Clin. Pharmacol. (1998), 45, 1, p. 83-6 ; 
Slot W.B. dans Gastroenterology (1997), 113, 2, p. 430). Ces 
travaux rapportent que 1* absorption nasale 

d' hydroxocobalamine est rapide, forte et bien toleree et 
qu'elle conduit a une augmentation importante de cobalamine 
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dans le plasma. L ' administration de vitamine B12 par voie 
nasale a des doses de 50 a 1000 ug par spray pour le 
traitement des deficiences a aussi ete decrit dans les 
demandes de brevet internationales PCT publiees sous les 
No. WO86/05987 et WO86/05988. 



La vitamine B12 est egalement connue pour ses 
propriety antalgiques. En combinaison avec d'autres 
vitamines B (Bl, B6), par voie injectable, elle contribue a 
l'effet antinociceptif de 1' ensemble, cet effet 6tant 
largement du a la B6. (Jurna I. dans Klin. Wochenschr. 1990, 
68, 2, p. 129-35) . 

Le brevet Canadien No. 2 034 576 rapporte 
I'utilisation de vitamine B12 seule, chez l'hamme comme 
analgesique et pour require ou prevenir 1' inflammation, a de 
tr£s fortes doses, comprises entre 5-100 mg/j. 

Par ailleurs , la demande de brevet europ£en 
No. 108 017 decrit 1 'utilisation de vitamine B12 en 
association avec des analgesiques centraux du type morphine 
ou ses derives. Dans ce cas, ce sont ses propres proprietes 
antalgiques qui sont recherchees dans le but de permettre la 
reduction de 2 a 4 fois de la dose de morphine utilisee afin 
d'en reduire les effets ind£sirables. Ainsi, Hang Xes 
solutes injectables d^crits, les quantites de B12 ou 
analogues utilisees sont de l'ordre du mg ou de la dizaine 
de mg. 

Afin d'evaluer les propriety de la vitamine B12 
sur le passage du nez au cerveau de substances actives, 
plusieurs drogues d'inter§t central antinociceptif ont et£ 
etudiees : la buprenorphine, le DAGO et la morphine. Les 
composes de type opiace qui ont et£ testes sont des 
molecules de faible poids moleculaire, entre 50 et 
10 000, relativement hydrosolubles a 1' exception de la 
buprenorphine . 

Leur passage au niveau du SNC est mesure par 
leur activite antinociceptive. Les opiaces produisent leurs 
effets par 1 ' interaction avec trois types de recepteurs : 
mu, delta et kappa. Les composes choisis, dont notamment les 
d6riv6s de 1 ' enkephaline endogene, ont une action specifique 
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sur les recepteurs mu des opiaces (Pasternak G. W. et al 
Morphine - 6 -glucuronide, a potent mu agonist, Life Sci. 41 : 
2845-2849, (1987) ; Kosterlitz H.W., et al. Br. J. Pharmacol 
73, 299 (1981)). Ces recepteurs baignenc dans le LCR, par 
consequent 1 'observation d'une activite biologique indique 
le passage de la substance jusqu'a ce niveau. Ces composes 
sont facilement degrades et ont peu de chances d'atteindre 
le cerveau par voie systemique lorsqu'ils sont administres a 
faible dose. 

Le DAGO est un p en tap ep tide de formule : 
Tyr, D-Ala, Gly, N-Me-Phe, Gly-ol, et de poids 
moleculaire de 513. II est un analogue de l'extremite amino 
terminale de la beta endorphine, connu pour Stre plus 
resistant aux proteases que l'enkephaline endogene. 

La morphine est le prototype de l'analgesique et 
narcotique de type opiace, principal alcalolde de 1* opium. 
Utilisee sous forme de chlorhydrate, son poids moleculaire 
est de 376. Dans les applications medicales, elle peut etre 
a dmin is tree par voie parenteral e pour les douleurs 
postopexatoires et par voie orale pour les douleurs liees au 
cancer . 

La buprenorphine est une oripavine , plus 
lipophile que la morphine, derivee de la thebalne. Utilisee 
sous forme de chlorhydrate, sa masse molaire est de 467. 
C'est un analgesique puissant, 25 a 50 fois plus que la 
morphine, qui est douee d'une activite agoniste-antagoniste 
partielle des recepteurs opiaces. Elle est utilisee dans le 
traitement des douleurs aigues ou chroniques par 
administration parenterale ou sublinguale. 

Les travaux realises dans le cadre de la 
presente invention avec ces composes ont permis de mettre en 
evidence de nouvelles proprietes de la vitamine B12 corarae 
activateur du passage d' agents actifs du nez au systeme 
nerveux central. Plus particulierement, la vitamine B12 
present en t les proprietes suivantes : 

- Elle permet le passage du nez au cerveau de 
substances actives a des doses ou la substance seule n'est 
pas active par administration nasale. 
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- Slle permet d'augmenter 1' effet d'une dose de 
substance active par administration nasal e comparativement a 
la drogue seule administree par la raeme voie 

- Elle prolonge la duree d' action de la 
substance active administree par voie nasale lorsque cette 
substance seule est deja active par cette voie. 

Ces observations tendent a faire penser que la 
vitamine B12 n'agit pas par simple effet passif mais qu'elle 
induit uh phenomene actif responsable de la penetration de 
la substance. En effet, la vitamine B12, utilisee seule aux 
doses de 0,1 a 10 ug n' induit aucune activite 
antinociceptive. On est done tres loin des doses massives 
qu'il faut administrer pour obtenir une activite 
analgesique . 

Les travaux realises par la Demanderesse 
suggerent que la vitamine B12 interagit avec la rauqueuse 
nasale en favorisant le passage direct nez-LCR. Toutefois, 
un passage du nez au sang puis da sang au cerveau a travers 
la BHE n'est pas a exclure au mo ins comme une des 
composantes des effets observes. 

En consequence, 1' invention concerne 

1 'utilisation de vitamine B12, dans une composition 
pharmaceutique aqueuse administree par voie nasale chez un 
sujet humain ou animal, pour obtenir et/ou augmenter le 
passage d'un agent actif present dans ladite con-position au 
niveau du SNC. 

La nouvelle utilisation selon 1' invention, est 
remarquable en ce que la vitamine B12 permet d» obtenir et/ou 
de favoriser le passage du nez au SNC de substances actives 
pour le diagnostic ou le traitement d'une affection du SNC, 
et plus particulierement de petites molecules et/ou de 
molecules fragiles comme les peptides ou prolines . 

L'obtention et/ou 1 ' augmentation du passage d'un 
agent actif administr4 par voie nasale jusqu'au SNC se 
traduit dans le cas ou 1' agent actif est une substance 
pharmacologiquement active au niveau du SNC par l'obtention 
et/ou 1 4 augmentation de 1'efficacite de ladite substance. 

De facon tout a fait surprenante, la 
demanderesse a constat^ que 1 'administration nasale de 
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substances actives au niveau du SNC en presence de vitamine 
B12 a des doses infraliminales permet d'obtenir une 
augmentation de la duree d* action de la substance active et 
de son intensite. 

Les doses de vitamine B12 utilisees sont tres 
faibles par rapport a celles de 1' agent actif, et 
1 ' administration decalee des vitamine B12 et de 1' agent 
actif dans le meme rapport de dose permet d'obtenir le merae 
effet. 

Plus particuliereraent, la demanderesse a defini 
que la quantite, en poids, de vitamine B12 dans la 
composition pharmaceutique pour 1 ' administration par voie 
nasale selon 1' invention est inferieure et avantageusement 
tres inferieure, en poids, a la quantite d' agent actif. 
Ainsi dans 1 'utilisation selon 1' invention, la quantite de 
vitamine B12 dans la composition pharmaceutique pour 
1 ' administration par voie nasale, est comprise entre 1 ug et 
1 mg. 

L ' invention concerne done aussi 1 'utilisation 
d'une composition aqueuse comprenant de la vitamine B12 
avantageusement a la dose indiquee ci-dessus, et au mo ins un 
agent actif, pour la preparation d 'un medicament pour 
administration nasale a utiliser en diagnostic ou therapie 
d'une affection du SNC chez un sujet humain ou animal. 

Selon la nature et les proprietes de 1 ' agent 
actif, 1" invention concerne tant le domaine du diagnostic 
que ceux du traitement et de la prevention d'une affection 
du SNC. 

A titre, d* agent therapeutique, on peut citer 
ceux choisis parmi : les analgesiques, anesthesiques, 
antalgiques, antispasmodiques, antiparkinsoniens, 

antiepileptiques , antimigraineux, ou tout autre agent utile 
dans le traitement des maladies neurodegeneratives, 
psychiatriques ou du trouble du compor cement , anticancereux, 
antiviraux, antiprions, antibiotiques, ou encore des agents 
actif s comme des facteurs de croissance, des acides 
nucl^iques, des vitamines, des hormones, etc.... 
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A titre, d' agent de diagnostic, on peut citer 
ceux choisis parmi : les anticorps et molecules permettant 
de cibler des recepteurs du CNS, les agents d'imagerie 
medic ale utilises en IRM, scintigraphies PET, ultras on. 

La vitamine B12 utilisee pour 1 'administration 
par voie nasale selon 1' invention, peut etre presentee dans 
un medicament contenant ou non egalement 1' agent actif. Dans 
le cas ou le medicament contenant la vitamine B12 ne 
contient pas aussi 1' agent actif, on peut envisager une 
administration par voie nasale differee de la vitamine B12 
et du (ou des) agent (a) actif (s), dans un ordre ou f fa n fl 
1 ■ autre . 

Dans 1 'utilisation selon 1' invention, la 
composition pharmaceutique pour 1 1 administration par voie 
nasale peut contenir egalement tout vehicule 
pharmaceutiqueraent compatible avec la vitamine B12 et/ou 
1' agent actif, ainsi que eventuel lement un agent de 
permeabilisation de la muqueuse nasale. 

L ' invention concerne done aussi une composition 
pharmaceutique aqueuse pour 1 'administration nasale d'au 
moins un agent actif a de^livrer au SNC, caracterisee en ce 
qu'elle comprend au moins un agent actif et de la vitamine 
B12 . 

La composition pharmaceutique selon 1' invention 
est remarquable en ce qu'elle permet d'obtenir et/ou 
d'augmenter le passage de 1' agent actif administre par voie 
nasale jusqu'au SNC. 

L'obtention et/ou 1 * augmentation du passage d'un 
agent actif administr6 par voie nasale jusqu'au SNC se 
traduit dans le cas ou 1' agent actif est une substance 
pharmacologiquement active au niveau du SNC par l'obtention 
et/ou 1 ' augmentation de l'efficacite de ladite substance, 
administree par voie nasale, au niveau du SNC. 

Dans la composition de 1* invention, les agents 
actif s sont simplement melanges avec la vitamine B12. La 
quantite de vitamine B12 dans la composition pharmaceutique 
selon 1' invention est inferieure et avantageusement tres 
inferieure, en poids a la quantite d' agent actif. 



WO 00/33810 PCT/FR99/03060 

13 

On prefere tout particulierement utiliser une 
dose de vitamine B12, dans la composition pharmaceutique 
pour 1 'administration par voie nasale selon 1' invention, 
comprise entre environ 1 ug et 1 mg. 

Cette dose de vitamine B12 est tres largement 
inf<§rieure de celle de*crite dans l'art anterieur pour 
1 "utilisation de la vitamine B12. 

Cornrae indiqu6 pr ecedemment , la vitamine 312 
utilisee pour 1 ' administration par voie nasale selon 
1* invention, peut etre presentee dans une composition 
pharmaceutique contenant ou non egalement 1' agent actif. 
Ainsi, 1' administration nasale de vitamine B12 et du ou des 
agents actifs peut etre r^lis^e grace aux compositions 
pr6c£dentes comprenant ces deux composants, ou consister en 
en la prise successive de lfun puis de 1' autre de ces 
constituants, chacun present^ dans une composition 
pharmaceutique separe*e, a des doses respectives conf ormes 
aux doses indiquees precddemment pour une composition 
contenant les deux composants. 

L ' invention cone erne done egalement une 
composition pharmaceutique contenant comme substance active 
uniquement la vitamine B12 a la dose definie ci-dessus, 
1' agent actif a d^livrer au niveau du SNC 6tant lui contenu 
dans une composition contenant ou non de la vitamine B12 . 
L ' invention se rapporte done a une trousse pharmaceutique 
comprenant : 

- une premiere composition comprenant de la 
vitamine B12 avantageusement associe" a un v£hicule 
pharmaceutiquement acceptable et compatible avec la vitamine 
B12, 

- une seconde composition comprenant au moins un 
agent actif associ6 a un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable et compatible avec ledit agent actif, 

Une forme d' utilisation, particuliere de cette 
trousse pharmaceutique, consiste a regrouper les deux 
compositions sur un applicateur nasal commun de facon a 
delivrer simultanement lesdites deux compositions. Dans le 
cas d'une administration successive des deux compositions, 
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1 ' administration nasale de la vitamine B12 peut £tre 
effectuee avant ou apres 1 1 administration nasale du ou des 
agents actifs. 

La composition pharmaceutique pour 

1 * administration par voie nasale de 1' invention peut bien 
entendu contenir 6galement tout vehicule pharmaceutiquement 
compatible avec la vitamine B12 et/ou 1' agent actif, ainsi 
qu'eventuellement un agent de perm^abilisation de la 
muqueuse nasale. Ces compositions peuvent se presenter sous 
toute forme adapted a 1 ' administration par voie nasale comrae 
des cremes, des gels, de sprays, des poudres coatees ou non 

sur un support, etc 

Dans la composition pharmaceutique pour 
1 'administration par voie nasale de 1* invention, le principe 
actif est un agent th^rapeutique ou de diagnostic. 

Comme prec6demment, a titre, d ' agent 
therapeutique, on peut citer ceux choisis parmi : les 
analg^siques, anesth£siques, antalgiques, antispasmodiques , 
antiparkinsoniens , antiepileptiques , antimigraineux, ou tout 
autre agent utile dans le traitement dea maladies 
neurodegeneratives, psychiatriques ou du trouble du 
comportement, anticancereux, antiviraux, antiprions, 
antibiotiques, ou encore des agents actifs comme des 
facteurs de croissance, des acides nucl^iques, des 
vitamines , des hormones , etc .... 

A titre, d* agent de diagnostic, on peut citer 
ceux choisis parmi : les anticorps et molecules permettant 
de cibler des recepteurs du CNS, les agents d' imager ie 
iru§dicale utilises en IRM, scintigraphie, PET, ultrason. 

Les compositions pharmaceutiques selon 
1 ' invention peuvent aussi comprendre un ou plusieurs agents 
permeabilisant la muqueuse nasale, du type de ceux d£finis 
precedemment . 

L* invention conceme enfin un proceed de 
preparation d'une composition pharmaceutique decrite 
precedemment pour 1 ' administration nasale d'un agent actif a 
d61ivrer au SNC, consistant a melanger au moins un agent 
actif et une quantity infer ieure et avantageusement tres 
infer ieure en poids par rapport a la quantity dudit principe 
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actif, de vitamine B12. On prefere plus particulierement, 
dans le proc£de de 1' invention, melanger le principe actif 
avec de l'ordre de 1 ug et 1 mg de vitamine B12 . 

D'autres avantages et caracteristiques de 
1' invention apparaitront a la lecture des exemples qui 
suivent concernant 1' etude de l'effet antinociceptif de la 
morphine, du DAGO et de la buprenorphine administres par 
voie nasal e en presence de vitamine B12 sur un modele 
souris, et se r^ferant auxdessins en annexe dans lesquels : 

- Les figures 1 et 2 illustrent la comparaison 
de l'effet antinociceptif obtenu par administration nasale 
de morphine seule (500 ug) et de morphine combinee a des 
doses croissantes de vitamine B12 (0,1-10 ug) . 

- Les figures 2 et 4 illustrent la comparaison 
de l'effet antinociceptif obtenu par administration nasale 
de DAGO seul (100 ug) et de DAGO en presence de 1 ug de 
vitamine B12. 

- Les figures 5 et 6 illustrent la comparaison 
de l'effet antinociceptif obtenu par administration nasale 
de 8,5 ug de buprenorphine seule et de buprenorphine en 
presence de 1 ug de vitamine B12 

1) Produits utilises. 

- Morphine chlorhydrate : Francopia - France 

- DAGO : B7384 Sigma - France 

- vitamine B12 ou cyanocobal amine : V2876 Sigma 

- France 

- Buprenorphine hydrochloride : Sigma B9275 - 

France 

- PBS 150 mM (NaH2PO4/Na 2 HPO4l0mM,NaCll20mM,KCl 
2 . 7mM) : Sigma - France 

2) Preparation des solutions. 

- Preparation d'une solution d^ vit-^ip^ R19 
Vitamine B12 a 10 rag/ml : solubilisation de 10 

mg de vitamine B12 dans 1 ml d'eau. 

Vitamine B12 a. 1 mg/ml : 100 ul de vitamine B12 
a 10 mg/ml dans 900 u3. d'eau. 
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Vitamine B12 a 0,2 mg/ml : 200 ul de vitamine 

B12 a 1 mg/ml dans 800 ul d'eau. 

- Preparation d'une solution de Morp^ n fi 
Morphine a 60 mg/ml {Solution A) : solubilisation 

de 60 mg de morphine dans 1 ml d'eau 

~ Preparation d'une solution de BunrennrpMp* 
Buprenorphine a 1 mg/ml : solubilisation de 1 mg 

de buprenorphine dans 1 ml d'eau. On vortexe bien. 

3) Preparation des echantillons . 

La preparation des echanti lions est realisee 
extemporanement, dans des tubes venojects par ajout 
successif comme indique dans les tableaux I a IV ci-dessous: 
Tableau i ; vitamine B12 



Dose de vitamine B12 


0,1 uq 


1 ua 




Volume administration 


10 ul 


10 ul 


10 ul 


vitamine B12 


10 ul 
(a 0,2 a/1) 


20 ul 
(a 1 a/1) 


20 ul 
(a 10 a/1) 


Eau 


180 ul 


180 ul 


180 ul 


Volume total 


200 ul 


200 ul 


200 ul 



Tableau II ; Morphine en presence de vitamin* Rt? 



Dose de Morphine 


500 ua 


500 ua 


500 ua 


Dose de vitamine 
B12 


0,1 ug 


i ug 


io ug 


Volume 

administration 


10 ul 


10 ui 


10 ul 


Solution A 


166,7 ul 


166,7 ul 


166,7 ul 


Vitamine B12 


10 ul 
(a 0,2 a/l> 


20 ul 
(a 1 q/1) 


20 ul 
(a 10 q/1) 


Eau 


23,3 ul 


13,3 ul 


13.3 ul 


Volume total 


200 ul 


200 ul i 


200 ul 



Tableau IIII : PAGO en presence de vitamins ttl? 



1 Dose de DAGO 


100 ua 


1 Dose de vitamine B12 


1 ua 


1 Volume administration 


10 ul 


1 DAGO mg 


1, 6 ma 


Vitamine B12 


16 ul 




(a 1 a/1) 


eau 


128 ul 


PBS 150 mM 


16 ul 


Volume total j 


160 ul 
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Tableau IV : Buprenorohine en presence de vitamins Tft 2 



Dose de buor^norphine 


8.5 ua 


Dose de vitamine B12 


1 ua 


Volume administration 


10 ul 


Voie administration 


nasal e 


Buprenorphine a 1 
ma/ml 


170 ul 


Vitaroine B12 a 1 g/1 


20 ul 


eau 


10 ul 



4) R^sultats . 

a) Mesure de 1' activity antinocicept ive (test 
d'Ameur & Smith) . 

Les activites antinociceptives des diff^rentes 
preparations ont 6te quantifiers comme etant 1 ' augmentation 
du temps de latence du retrait de la queue de la sour is 
soumise a une stimulation nociceptive (faisceau lumineux 
dirig6 sur 1 ' extremity de la queue ) . Les temps de latence 
sont mesur^s deux fois avant 1 ' administration des 
formulations et a 15 mn, 30, 60, 90, 120, 240 minutes apres 
administration. Chaque lot est compost de 10 sour is Swiss 
males (souches Charles Rivers, USA) de 29-31 grammes. Uh 
seuil maximum de 6 ou 8 secondes de stimulation est fixe" 
pour empfecher la brulure des tissus. Lorsque 1' animal n'a 
toujours pas repondu a ce "cut -off, l'analg^sie est 
considered de 100 %. 

Les temps de latence mesures en secondes sont 
ramen^s en % d ' antinociception : 

% antinociception = 100 x (temps de latence - 
temps de base ) / (cut off - temps de base) 

un effet antinociceptif de 15 % est consider*! 
comme minimal pour £tre pris en consideration. 

b) pyptQcolfls fl'acMnistraUpn. 

Pour une administration nasale (i.n.) 5 ul 
d' 6chantillon sont instilles a l'aide d'une pipette P20 dans 
chaque narine. Soit un volume total administre de 
10 yl. 

c) Effet de la vitamine B12 seule. 

La presence de 10 a 0.1 jig de vitamine B12 ne 
donne aucune activite antinociceptive par voie nasale. 
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d) Administration nasale de morphia {^c Q ^ 
500 ug) en presence de vita mine B12 . 

Les resultats sont donnas sur la figure 1. 
10 On constate que la presence de 1 ug ou 10 pg de 

5 vitamine B12 pour 500 ug de morphine permet d'ameliorer 

1' activity antinociceptive de la morphine par voie nasale. 

A 0,1 ug de vitamine B12 pour 500 ug de 
^ morphine, 1' activity antinociceptive obtenue est semblable a 

celle obtenue avec la morphine seule. 
10 e) Administration nasale de dago (do^ flfi 

ua) en Pr^sftnrP rip ft] 2 

lies resultats sont donnes sur la figure 2. 
20 La presence de 1 ug de vitamine B12 pour 100 ug 

de DAGO permet d'ameliorer l'activite antinociceptive du 
15 peptide par voie nasale 

f) Administration de bum-^nnr^ hine tcln«& ft . 1 

25 ug) en presence, <fe vitamine B12. 

Les resultats sont donnes sur la figure 3. 
La presence de 1 ug de vitamine B12 pour 8,5 ug 
20 de bupr&iorphine permet d'ameliorer l'activite 

3Q antinociceptive du principe actif administre par voie 

nasale . 
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REVENDICATIONS 

1) Utilisation de vitamine B12 dans une 
composition pharmaceutique aqueuse administree par voie 
nasale chez un sujet humain ou animal, pour obtenir et/ou 
augmenter le passage d'un agent actif present dans ladite 
composition au niveau du SNC. 

2) utilisation selon la revendication 1 pour 
obtenir et/ou augmenter I'efficacite d'une substance 
pharraacologiquement active au niveau du SNC administree par 
voie nasale. 

3) Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 2, caracteris^e en ce que la quantity de 
vitamine B12 dans la composition pharmaceutique pour 
1 ' administration par voie nasale est, en poids, inferieure 
et avantageusement tres in£6rieure a la quantite d' agent 
actif administree par voie nasale. 

4) Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 2, caract£ris£e en ce que la quantite de 
vitamine B12 dans la composition pharmaceutique pour 
1 'administration par voie nasale est comprise entre 0,1 ug 
et 1 mg. 

5) Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 1 A 4, caracterisee en ce que 1' agent actif 
est un agent therapeutique , choisi notamment 
parmi ; les analgesiques , anesthesiques , antalgiques, 
antispasmodiques, antiparkinsoniens , antiepileptiques , 
antimigraineux, cu tout autre agent utile dans le traitement 
des maladies neurodegeneratives, psychiatriques ou du 
trouble du coraportement , anticancereux, antiviraux, 
antiprions, antibiotiques, ou encore des agents actif s comme 
des facteurs de croissance, des acides nucleiques, des 
vit amines, des hormones. 



WO 00/33810 PCT/FR99AJ3060 

20 

6) Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caract6ris£e en ce que 1' agent actif 
est un agent de diagnostic, choisi notamment 
parmi : les anticorps et molecules permettant de cibler des 
recepteurs du CNS, les agents d'imagerie m^dicale utilises 
en IRM, scintigraphic, PET et ultrason. 

7) Composition pharmaceutique aqueuse pour 
1' administration nasale d'au moins un agent actif a d^livrer 
au SNC, caracterisee en ce qu'elle coraprend au moins un 
agent actif et de la vitamine B12, le{s)dit(s) agent(s) 
actif etant melange (s) a la vitamine B12 dans ladite 
composition. 

8) Composition pharmaceutique selon la 
revendication 7, caracterisee en ce qu'elle comprend une 
quantity efficace de vitamine B12 pour obtenir et/ou 
augmenter 1 ' ef f icacit6 d'une substance pharmacologiquement 
active au niveau du SNC. 

9) Composition selon l'une quelconque des 
revendications 7 a 8, caracterisee en ce que la quantity de 
vitamine B12 dans la composition pharmaceutique pour 
1 'administration par voie nasale est comprise entre 0,1 ug 
et 1 mg. 

10) Composition pharmaceutique selon l'une 
quelconque des revendications 7 a 9, caract^risee en ce 
qu'elle contient en outre tout vehicule pharmaceutiquement 
compatible avec la vitamine B12 et/ou 1' agent actif, ainsi 
que eventuellement un agent de perm6abilisation de la 
muqueuse nasale. 

11) Composition pharmaceutique selon l'une 
quelconque des revendications 7 k 10, caract6risee en ce que 
1' agent actif est un agent therapeutique, choisi notamment 
parmi : les analg&siques, anesth6siques , antalgiques, 
antispasmodiques, antiparkinsoniens, antiepileptiques , 
antimigraineux, ou tout autre agent utile dans le traitement 
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des maladies neurodegeneratives, psychiatriques ou du 
trouble du comportement , anticancereux, antiviraux, 
antiprions, antibiotiques, ou encore des agents actifs comrae 
des facteurs de croissance, des acides nucleiques, des 
vitamines, des hormones. 

12) Composition pharmaceutique selon l'une 
quelconque des revendications 7 a 10, caracterisee en ce que 
l 1 agent actif est un agent de diagnostic, choisi notamment 
parmi : les anticorps et molecules pennettant de cibler des 
recepteurs du CNS, les agents d' imager ie medicale utilises 
en IRM, scintigraphie, PET et ultrason. 

13) Proced6 de preparation d'une composition 
pharmaceutique selon l'une quelconque des revendications 7 a 
12, caracterise en ce que l*on melange 1' agent actif et une 
quantite inferieure et avantageusement tres inferieure, en 
poids, par rapport audit principe actif, de vitamins B12. 
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